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概 要 生体内のマグネシウム含量は、腎尿細管における再吸収機構によって厳密に調節される。マグネシウム不足は、

心疾患、脳梗塞、糖尿病などのメタボリックシンドロームの発症や腎障害に関与すると示唆されている。そのため、マグネ

シウム再吸収に関与するイオン輸送体を同定し、その発現や機能の調節機構を解明することは、生理学的および病態生

理学的に大変重要である。また、マグネシウム輸送体をターゲットにした新薬の開発は、メタボリックシンドロームの予防や

治療につながると期待される。 

近年、家族性低マグネシウム血症の患者において、新規マグネシウムチャネル TRPM6 遺伝子に変異が見つかり、マグ

ネシウムホメオスタシスの調節に TRPM6 が深く関与することが示唆されている。TRPM6 は腎臓の遠位尿細管上皮細胞に

局在し、生体内と細胞内のマグネシウム濃度の調節に関与すると考えられている。本研究では、未だ解明されていない 

TRPM6 の発現調節機構を調べ、TRPM6 の生理的役割について検討した。 

ラット尿細管由来の NRK-52E 細胞において、内在性の TRPM6 の発現が確認された。上皮成長因子の EGF は、

TRPM6 mRNA および蛋白質の発現量を増加させた。内在性および EGF 誘導性の TRPM6 発現は、MEK 阻害剤の 

U0126 または PI3-K 阻害剤の LY294002 処理によって阻害されたが、JNK 阻害剤の SP600125 や p38 MAP キナーゼ阻

害剤の SB202190 では阻害されなかった。ヒト TRPM6 プロモーターアッセイにおいて、-1,214/-718 領域に転写活性がみ

られた。AP-1 結合領域に変異を導入したところ、コントロールおよび EGF による転写活性が阻害された。また、c-Fos また

は c-Jun siRNA の導入により、転写活性が阻害された。クロマチン免疫沈降により、TRPM6 プロモーターと AP-1 との結

合が確認された。以上のことから、EGF は c-Fos および c-Jun を活性化し、TRPM6 の転写活性を亢進することが明らかに

なった。 

TRPM6 siRNA の導入により、TRPM6 の発現をノックダウンしたところ、細胞増殖が阻害された。フローサイトメーターを

用いて細胞周期を解析したところ、TRPM6 ノックダウン細胞では、G1 期の細胞数が多くなり、S 期の細胞数が少なくなっ

た。さらに、G1 期から S 期への移行調節に関与するサイクリン D1 の発現量が低下した。以上のことから、TRPM6 は細胞

周期の調節に関与することが示唆された。 

尿細管が障害を受けると、EGF などの増殖因子が分泌される。本研究から、EGF による TRPM6 の発現増加は細胞増

殖を亢進させ、尿細管障害の修復につながると示唆された。 

 

１．研究目的 

生体内のマグネシウム含量は、腎尿細管における再吸

収機構によって厳密に調節される。マグネシウム不足は、

心疾患、脳梗塞、糖尿病などのメタボリックシンドロームの

発症や腎障害に関与すると示唆されている。そのため、マ

グネシウム再吸収に関与するイオン輸送体を同定し、その

発現や機能の調節機構を解明することは、生理学的およ

び病態生理学的に大変重要である。また、マグネシウム輸

送体をターゲットにした新薬の開発は、メタボリックシンドロ

ームの予防や治療につながると期待される。 
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一次抗体および二次抗体を反応させた。ブロッキングに

は 5% スキムミルクを使用した。ただし、リン酸化抗体を使

用する場合は、2% ウシ血清アルブミンでブロッキングした。

バンドの検出には、ECL ウエスタンブロッティング検出試

薬およびオートラジオグラフィー用フィルムを使用した。 

２．４ 細胞内マグネシウム濃度（[Mg2+]i）の測定 

乾熱滅菌をかけた無蛍光性のカバーガラス上に、

NRK-52E 細胞を培養した。実験の前日に、血清フリーの 

DMEM 培地に置換した。 [Mg2+]i の測定には  HBSS 

（137 mM NaCl，5.4 mM KCl，4.2 mM NaHCO3，3 mM 

Na2HPO4・H2O，0.4 mM KH2PO4，5 mM Hepes，0.8 mM 

CaCl2，10 mM Glucose，pH 7.4）を使用した。Mag-fura 

-2/AM を負荷後、二波長蛍光光度計（日立 F-2000）を用

いて [Mg2+]i を経時的に測定した。 

２．５ RT-PCR 

細胞を PBS で 2 回洗浄後、ISOGEN で溶解し、マイク

ロチューブに移した。遠心操作により、total RNA を抽出し

て水に溶解した。得られた RNA の濃度を測定後、逆転

写反応を行った。その後、Table 1 のプライマーを使用し

て、PCR 反応 を行った。得られた PCR 産物をアガロース

ゲルで分離し、エチジウムブロマイド染色でバンドを確認

した。 

２．６ siRNA のトランスフェクション 

前日に細胞を播種後、Lipofectamine 2000 を用いて 

TRPM6 siRNA、c-Fos siRNA または c-Jun siRNA をトラン

スフェクションした。6 時間後に 5% FCS 含 DMEM 培地

に置換し、さらに 36～48 時間培養した。 

２．７ プロモーターアッセイ 

ヒト TRPM6 5’-flanking 領域の -1,214/-718 を PCR で

増幅後、pGL4.1 ルシフェラーゼベクターにサブクローニ

ングした。PCR 法により、デリーションベクターを作製した。

また、Mutagenesis kit を用いて、AP-1 結合領域の変異体

を 作 製 し た 。 pGL4 ベ ク タ ー と  pRL-TK ベ ク タ ー を 

HEK293 細胞にトランスフェクションし、6 時間後に  5% 

FCS 含 MEM 培地に置換し、さらに 48 時間培養した。

Dual-Glo Luciferase assay kit を用いて、ルシフェラーゼの

発光強度を測定し、TRPM6 のプロモーター活性を算出

した。 

２．８ クロマチン免疫沈降 

HEK293 細胞をコンフルエントまで培養し、薬物処理後、

EZ Chip Chromatin Immunoprecipitation kit を用いて、免

疫沈降を行った。免疫沈降には、c-Fos または c-Jun 抗体

を使用した。得られた沈降物を鋳型とし、Table 2 のプライ

マーを用いて PCR を行った。 

 

Table 1.  プライマーの配列 

Primer Sequence 

TRPM6 
Sense TRPM6-314S 5'-CTTCTTGGGATACAAAATCGG-3' 

Anti-sense TRPM6-1575AS 5'-GAAACTTTTCCTAGTGTAGCTG-3' 

TRPM7 
Sense TRPM7-821S 5'-GAATTCATGCTAGAATTGGGCAAGG-3' 

Anti-sense TRPM7-1831AS 5'-GCGCTTGGTCTCTGGATCATC-3' 

c-Fos 
Sense c-Fos-390S 5'-GCAGCTATCTCCTGAAGAGGAA-3' 

Anti-sense c-Fos-904AS 5'-CTGCTGCATAGAAGGAACCAG-3' 

c-Jun 
Sense c-Jun-374S 5'-ATACGCTGCCCAGTGTCACCT-3' 

Anti-sense c-Jun-892AS 5'-CCAGCTCGGAGTTTTGCGCTTTC-3' 

β-actin 
Sense RAc1 5'-TCCTAGCACCATGAAGATC-3' 

Anti-sense RAc2 5'-AAACGCAGCTCAGTAACAG-3' 

 

Table 2. 

Primer Sequence 

AP-1 
Sense AP-P421S 5'-CTGTGTGCTTTGTGCCACCTC-3' 

Anti-sense AP-P616AS 5'-GAAATGGGGTCTCACTATGTTG-3' 
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２．９ 細胞増殖および細胞死の測定 

NRK-52E 細胞を 96 wells プレートに培養し、薬物処理

や siRNA のトランスフェクションを行った。Cell counting 

kit（同仁化学）を用いて、細胞増殖を測定した。また、アポ

トーシスとネクローシスの評価のため、細胞に annexin 

V-FITC と propidium iodide を負荷した。蛍光顕微鏡で、

annexin V の緑色蛍光と propidium iodide の赤色蛍光を

観察した。 

２．１０ 細胞周期の測定 

NRK-52E 細胞を 6 wells プレートに播種し、0.5% FCS 

含 DMEM で 18 時間同調培養した。薬物処理または 

siRNA のトランスフェクション後、24 時間培養した。その後、

5% FCS 含 DMEM に置換し、24 時間培養した。細胞を

剥離し、propidium iodide を負荷した。BD FACS Canto 2 

Flow Cytometer を用いて細胞周期を測定した。 

 

３．研究結果 

３．１ 細胞接着刺激および EGF による TRPM6 の増加 

ラット腎尿細管由来 NRK-52E 細胞を用いて、TRPM6 

の発現調節機構をウエスタンブロットにより確認した。EGF

を添加後、濃度依存的な ERK のリン酸化が観察された

（Fig. 2）。このリン酸化は、MEK 阻害剤の U0126 により阻

害された。ERK のリン酸化に比例して、TRPM6 の発現量

が変化した。TRPM6 発現に対する細胞接着刺激の影響

を調べるため、コーティング処理のない培養プレートを使

用した。コーティング済みのプレートには、細胞を播種し

てから 6 時間後、24 時間後に、87.9% と 84.5% の接着率

であった。細胞接着阻害剤の  cRGDfV 存在下では、

52.9% と 66.4% であった。コーティング処理のないプレー

トでは、23.0% と 51.8% であった。細胞接着率が低い状

態では、ERK のリン酸化量が低く、TRPM6 の発現量も低

かった。以上のことから、ERK のリン酸化が TRPM6 の発

現調節に関与すると示唆された。p38 MAP キナーゼ阻害

剤の SB202190、JNK 阻害剤の  SP600125 は、TRPM6 

発現に影響を及ぼさなかったことから（結果は示さない）、

これらのシグナル伝達系路は TRPM6 の発現調節に関与

しないと示唆された。 

３．２ EGF によるマグネシウム流入の増加 

TRPM6 の発現量に比例して細胞内へのマグネシウム

流入が変化するのかを調べるために、[Mg2+]i の変化量

を測定した。細胞外に 1 mM MgCl2 を添加すると、時間依

存的に [Mg2+]i が上昇した（Fig. 3）。[Mg2+]i の変化量は、

 

 
Fig. 2. Increase in TRPM6 expression by the phosphorylation of ERK1/2 
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EGF により増加し、U0126 により減少した。この結果は、

TRPM6 発現量の結果と一致する。以上のことより、ERK 

経路による TRPM6 の発現変化は、細胞内へのマグネシ 

ウム流入に影響を及ぼすと示唆された。 

３．３ EGF による TRPM6 転写活性の亢進 

ヒト TRPM6 5’-flanking 領域を組み込んだ pGL4 ベクタ 

 

 
Fig. 3. Inhibition of magnesium influx by U0126 

ーを用いて、転写活性を測定した。-1,214/-718 を含むベ

クターでプロモーター活性が確認された（Fig. 4）。EGF は 

プロモーター活性を増大したことから、TRPM6 の発現増

加には転写活性の亢進が関与すると示唆された。100 bp 

ずつのデリーションアッセにより、-842/-718 領域に転写活

性化部位があることが明らかになった。また、この領域に

含まれる AP-1 結合領域に変異を導入したところ、コントロ

ールおよび EGF による転写活性が阻害された。以上のこ

とより、c-Fos または c-Jun が TRPM6 のプロモーター領

域に作用し、転写活性が亢進すると示唆された。 

３．４ c-Fos および c-Jun の TRPM6 転写調節領域への

結合 

TRPM6 の転写調節において、c-Fos および c-Jun の

関与を明確にするため、クロマチン免疫沈降を行った。

c-Fos または c-Jun 抗体で免疫沈降を行い、TRPM6 プロ

モーター領域の PCR を行ったところ、コントロールと EGF 

処理細胞でバンドが確認されたが、U0126 処理細胞では

バンドが検出されなかった。また、ネガティブコントロール

として、ヤギ IgG で免疫沈降したサンプルでは、バンドが

検出されなかった。プロモーターアッセイにおいて、c-Fos 

または c-Jun siRNA を導入したところ、コントロールと 

 

 

Fig. 4. Increase in promoter activity by EGF 
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Fig. 5. Decrease in promoter activity by c-Fos and c-Jun siRNA 

 

EGF による転写活性が抑制された（Fig. 5）。以上のことよ

り、TRPM6 プロモーター領域に、c-Fos および c-Jun が

結合し、転写活性を亢進することが明らかになった。 

３．３ EGF による細胞増殖の増加 

EGF は細胞増殖を促進し、U0126 は抑制した（Fig. 6）。

また、TRPM6 siRNA の導入により、U0126 と同様に細

胞増殖が低下した。本測定では、細胞増殖の低下が、細

胞傷害および細胞死の増大によることが考えられる。そこ

で、細胞傷害に対する TRPM6 の発現阻害剤の影響を検

討した。TRPM6の発現阻害剤では、ほとんどLDHが漏出

しておらず、細胞傷害が起きていないことが示された（結

果は示さない）。次に細胞死の関与について検討した。

TRPM6 の発現阻害剤により細胞死が誘導されるのかを、

annexin V と propidium iodide の二重染色を利用して検討

した。アポトーシスのポジティブコントロールとして 50 μM 

シスプラチンを処理した場合、細胞膜に沿った annexin V

の染色と propidium iodide の核染色が観察された。また、

ネクローシスのポジティブコントロールとしてエタノール処

理した場合、propidium iodide の核染色のみが観察された。

一方、TRPM6 の発現阻害剤で処理した場合、annexin V

とpropidium iodideの両方で染色されなかったことから、細

胞死が誘導されないことが明らかになった。以上のことか

ら、TRPM6 を介したマグネシウム流入が細胞死に影響す

るのではなく、細胞周期の調節に関与すると示唆された。 

３．４ 細胞周期調節因子に対する TRPM6 発現の影響 

サイクリン依存性キナーゼ（CDKs）はサイクリンと複合体

を形成することにより、細胞周期の進行を促進させる。一

方、p27Kip1、p21Cip1、p16Ink4a などの CDK 阻害因子は、サ

イクリン-CDK 複合体に結合し、細胞周期の進行を阻害す

る。これまでにサイクリン D1-CDK4 複合体の活性化に、

MEK/ERK 経路が関与することが報告されている。そこで、

サイクリンD1と p27Kip1 の蛋白質発現量をウエスタンブロッ

トで検討したところ、EGF によりサイクリン D1 が増加し、

U0126 は EGF の効果を阻害した（Fig. 7）。一方、p27Kip1 

の発現量はほとんど変化しなかった。また、TRPM6 

siRNA によってサイクリン D1 が減少し、p27Kip1 は変化し

なかった。これらの結果は、U0126 の結果と類似する。こ

のことから、NRK-52E 細胞において、細胞周期の進行に 

MEK/ERK 経路を介した TRPM6 発現の上昇が関与し、

サイクリン D1 の増加により細胞周期が促進されると示唆さ

れた。 

 

 

平成２０年度助成研究報告集Ⅱ（平成２２年３月発行）



- 61 - 

 

Fig. 6. Decrease in cell proliferation by U0126 and TRPM6 siRNA 

 

 
Fig. 7. Decrease of cyclin D1 expression by U0126 and TRPM6 siRNA 

 

３．５ 細胞周期の調節に対する TRPM6 発現の影響 

細胞周期調節因子が MEK/ERK 経路によって調節さ

れることが示されたので、フローサイトメーターを用いて細

胞周期を観察した。EGF により G1 期の細胞が減少し、S 

期の細胞が増加した。これはサイクリン D1 蛋白質発現の

増加に付随した現象と考えられる。一方、U0126 により 

G1 期の細胞が増加し、S 期の細胞が減少した。さらに 

TRPM6 siRNA によって G1 期の増加と S 期の減少が見ら

れた。以上の結果から、TRPM6 の発現抑制によりサイクリ

ン D1 蛋白質発現が減少し、細胞周期の G1 期から S 期へ
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の移行が抑制されることが示唆された。 

 

４．考 察 

マグネシウムは生体内で 300 種類以上の酵素の補助因

子として働き、DNA 合成、蛋白質合成、細胞増殖などの

調節において重要な役割を担う。それにも関わらず、生体

内および細胞内マグネシウムホメオスタシスの調節機構は

不明な点が多い。これまでに、マグネシウム輸送体として 

Na+
 依存的 Mg2+

 交換体、Na+
 非依存的 Mg2+

 交換体、

マグネシウムチャネルなどの存在が示されてきた。当研究

室では、NRK-52E 細胞において、Na+
 依存的 Mg2+ 流

出が NO/cGMP によって、Na+
 非依存的 Mg2+

 流出が 

20-HETE によって活性化されることを報告している。しか

し、これら流出経路に関わる分子の実体は明らかとなって

いない。一方、マグネシウム流入機構に関与する分子実

体が明らかになってきた。 

近年、TRP ファミリーとして TRPM の存在が報告され、

なかでも TRPM6 と TRPM7 がマグネシウム流入チャネル

として機能していることが明らかになってきた。TRPM7 の

過剰発現や発現抑制が細胞死を引き起こすことや、

TRPM7 を介したカルシウム流入が細胞周期の調節に関

与しているとの報告がある。しかし、TRPM6 が細胞機能の

維持に必要か否かは解明されていない。 

マウスにおいて、17β-estradiol やマグネシウム摂取量の

低下によって TRPM6 mRNA レベルが増加すると報告さ

れている [3] が、TRPM6 の詳細な発現調節機構は明らか

になっていない。本研究で我々は、MEK 阻害剤 U0126 

によって TRPM6 発現が減少し、TRPM7 には影響しない

ことを明らかにした。最近、EGF 前駆体遺伝子の変異体が、

常染色体劣性低マグネシウム血症の患者で発見された [4]。

さらに、抗ガン剤として EGF 受容体拮抗剤を使用した患

者で、血中マグネシウム濃度の低下が報告されている。こ

れらのことから、生体内および細胞内マグネシウム濃度の

調節に、EGF/MEK/ERK 経路が関係していることが推察

された。 

TRPM6の発現阻害剤を処理したものは、LDHがほとん

ど漏出しておらず、細胞傷害が起きていなかった。また、

ネクローシスやアポトーシスといった細胞死が誘導されて

いないことも明らかになった。このことから、TRPM7 と同様

に、TRPM6 も細胞周期の進行に関係することが示唆され

た 。 サ イ ク リ ン D1 の 発 現 は 、 上 皮 細 胞 に お い て 

MEK/ERK 経路によって調節され、G1 期から S 期への移

行に関与している。サイクリン D1 発現は EGF によって増

加したが、U0126 と TRPM6 siRNA によって減少したこと

から、NRK-52E 細胞の細胞周期の調節には、サイクリン

D1 が重要な役割を果たしていると考えられる。U0126 と 

TRPM6 siRNA の細胞周期に対する効果を検討したとこ

ろ、G1 期の細胞の増加と S 期の減少が認められたことか

ら、G1 期から S 期への移行が抑制されたと示唆される。以

上のことから、U0126 や TRPM6 siRNA は細胞内へのマ

グネシウム流入を減少させ、サイクリン D1 発現を抑制する

ことにより、G1 期から S 期への移行を抑制すると示唆され

た。 

本研究で、NRK-52E 細胞における TRPM6 発現が、

MEK/ERK 経路によって調節されることを明らかにした。

ERK のリン酸化により、c-Fos および c-Jun が活性化され、

TRPM6 のプロモーター活性が亢進した。U0126 や 

TRPM6 siRNA は細胞内へのマグネシウム流入を減少さ

せ、サイクリン D1 発現を抑制した。その結果、G1/S 期の

細胞周期の移行が抑制された。MEK/ERK 経路の調節機

構の異常は、TRPM6 発現の低下により、細胞内マグネシ

ウムホメオスタシスを破綻させると示唆される。 

 

５．今後の課題 

現代社会において、過度のストレスや食生活の変化に

よりマグネシウム摂取量と吸収量が減少している。マグネ

シウムは骨組織や筋肉などに貯蔵されており、血中濃度

が減少してもすぐに補充されるため、慢性的なマグネシウ

ム不足に気がつきにくい。マグネシウムを効率よく吸収お

よび再吸収するために、マグネシウム輸送体をターゲット

にした新しい食品因子や薬剤の開発が期待される。マグ

ネシウム輸送体の発現や機能の調節機構に関する研究

はまだ始まったばかりで、十分に解明されていない。今後、

TRPM6 を含めたマグネシウム輸送体の発現が、どのよう

なホルモンや食品因子で活性化されるのかを検討し、マ

グネシウム不足によって引き起こされる疾患の治療や改善

に結びつけていきたい。 
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Summary 
The magnesium balance of whole body is regulated by the kidney which adapts magnesium excretion based 

on net magnesium absorption from intestine.  Chronic magnesium deficiency may be involved in the 

lifestyle-related diseases such as hypertension, diabetes, and hyperlipidemia and renal failure.  Mg2+ filtrated by 

glomeruli is reabsorbed by transcellular and paracellular pathways in renal epithelial cells.  Transient receptor 

potential melastatin 6 (TRPM6) channel is expressed in the apical membrane and involved in the reabsorption of 

Mg2+.  The regulatory mechanism of TRPM6 expression has not yet been cleared. 

TRPM6 mRNA and protein were endogenously expressed in rat renal tubular NRK-52E cells.  Epidermal 

growth factor (EGF) increased the TRPM6 expression.  The basal and EGF-induced TRPM6 expressions were 

inhibited by U0126, a MEK inhibitor, and LY294002, a PI3-K inhibitor, but not by SP600125, a JNK inhibitor, and 

SB202190, a p38 MAP kinase inhibitor.  Promoter activity of human TRPM6 was observed in the TRPM6 

5’-flanking region from -1,214 to -718.  This promoter activity was enhanced by EGF and inhibited by U0126.  

The mutation of the putative AP-1 binding site (-741/-736) completely inhibited the basal and EGF-induced 

promoter activity.  The introduction of c-Fos or c-Jun siRNA inhibited the basal and EGF-induced promoter 

activity.  A chromatin immunoprecipitation assay revealed that c-Fos and c-Jun bind to the AP-1 binding site 

within the region of -1,214/-718.  These results suggest that EGF up-regulates TRPM6 mRNA expression 

mediate via the activation of MEK/ERK/AP-1-dependent pathway. 

EGF increased the proportion of cells in S phase and decreased that in G1 phase, whereas U0126 and TRPM6 

siRNA increased the proportion in G1 phase and decreased that in S phase.  Furthermore, cyclin D1 expression 

was decreased in the U0126-treated or TRPM6 siRNA-treated cells.  These results suggest that TRPM6 is 

involved in the regulation of cell cycles. 

EGF is secreted from epithelial cells after tubular injury.  We suggest that EGF increases cell proliferation 

mediated via an increase in TRPM6 expression, resulting in the recovery from tubular injury. 
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